Uso de  secuencias nucleotídicas que codifican pirofosfatasas translocadoras de protones para producir levaduras, hongos y células animales resistentes a fármacos citotóxicos y fungicidas y método para producirlas by Serrano, Aurelio et al.
ES
 2
 4
03
 5
41
 A
1
19 OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS
ESPAÑA 11
21
Número de publicación: 2 403 541
Número de solicitud: 201130852
51 Int. CI.:
C12N 15/55 (2006.01)
C12N 1/15 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
12 SOLICITUD DE PATENTE A1
54  Título: USO DE SECUENCIAS NUCLEOTÍDICAS QUE CODIFICAN PIROFOSFATASAS
TRANSLOCADORAS DE PROTONES PARA PRODUCIR LEVADURAS, HONGOS Y CÉLULAS
ANIMALES RESISTENTES A FÁRMACOS CITOTÓXICOS Y FUNGICIDAS Y MÉTODO PARA
PRODUCIRLAS.
71 Solicitantes:
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS (CSIC) (65.0%)
Serrano nº 117
28006 Madrid ES y
UNIVERSIDAD DE SEVILLA (35.0%)
72 Inventor/es:
SERRANO DELGADO, Aurelio;
HERNÁNDEZ LÓPEZ, Agustín y
PÉREZ CASTIÑEIRA, José Román
74 Agente/Representante:
UNGRÍA LÓPEZ, Javier
22 Fecha de presentación:
25.05.2011
43 Fecha de publicación de la solicitud:
20.05.2013
57  Resumen:
La presente invención se refiere a una secuencia de
nucleótidos de origen vegetal o microbiano que
codif ica para una secuencia de aminoácidos
correspondiente a una pirofosfatasa translocadora de
protones (H+-PPasa, miembro de una familia de
proteínas con código identificativo PF03030 de la
base de datos Pfam), la cual es usada para
transformar o transfectar una célula de levadura (p.e.
Saccharomyces cerevisiae), fúngica o animal que
naturalmente no contienen esta clase de proteínas,
con la finalidad de producir resistencia a fármacos o
antibióticos citotóxicos y a fungicidas.
  
DESCRIPCIÓN 
 
Uso de secuencias nucleotídicas que codifican pirofosfatasas translocadoras de 
protones para producir levaduras, hongos y células animales resistentes a 5 
fármacos citotóxicos y fungicidas, y método para producirlas. 
 
La invención concierne a la biomedicina (medicina clínica, industria biomédica), y 
a los sectores farmacéutico, biotecnológico (en los ámbitos agroalimentario, 
químico, petroquímico, bioenergías) y medioambiental. La invención genera 10 
productos biológicos aplicables en medicina regenerativa y cirugía (trasplantes; 
producción de órganos, tejidos y células animales modificados), en 
biotransformaciones industriales (producción de antibióticos, agroquímicos, 
biocombustibles, medicamentos, petroquímicos, plásticos) y agroalimentarias 
(bebidas alcohólicas, conservación de alimentos), en descontaminación y 15 
reciclaje, así como en cualesquiera otras aplicaciones que impliquen 
transformaciones por cultivos de células animales o microorganismos. 
 
ESTADO DE LA TÉCNICA ANTERIOR 
 20 
El pirofosfato inorgánico (PPi) es un componente celular producido por todos los 
organismos vivos que se genera en muchas reacciones anabólicas de biosíntesis 
de polímeros y metabolitos. Su hidrólisis es esencial para que esas reacciones 
discurran en la dirección correcta y se regenere el Pi necesario para las 
reacciones de fosforilación. La hidrólisis del PPi es, por tanto, una reacción 25 
bioquímica universal que se ha mantenido a lo largo de la evolución, aunque las 
proteínas enzimáticas que la catalizan (pirofosfatasas inorgánicas, PPasas, EC 
3.6.1.1) difieren considerablemente en su secuencia de aminoácidos, estructura y 
mecanismo catalítico.  
 30 
Las PPasas se dividen en dos grandes grupos: las solubles (sPPasas; 20-30 kDa) 
citosólicas o de organelos, que hidrolizan el PPi generando calor y las PPasas 
translocadoras de protones (H+-PPasas, 70 kDa), proteínas integrales de 
membrana que utilizan la energía de hidrólisis del PPi -un compuesto rico en 
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 energía química, igual que el ATP- para generar un gradiente electroquímico de 
protones a través de membranas biológicas, una forma de energía muy versátil y 
útil para la energética celular (Baltscheffsky y col. 1999; Pérez-Castiñeira y col. 
2001a y b, y 2002; Serrano y col. 2004 y 2007). Las H+-PPasas son, por tanto, 
bombas primarias de protones que se encuentran en la membrana plasmática de 5 
procariotas y en las membranas endocelulares (sistema Golgi, lisosomas, 
vacuolas) de eucariotas, por lo que está implicada en la homeostasis de iones y 
otros procesos relacionados con el tráfico intracelular de membranas. Se han 
identificado H+-PPasas en muchas bacterias (p.e., la bacteria fotosintética 
Rhodospirillum rubrum), arqueas, protistas (eucariotas unicelulares) y en todos los 10 
vegetales analizados hasta la fecha (algas, musgos, helechos y plantas mono- y 
di-cotiledóneas) (Pérez-Castiñeira y col. 2001a). Sin embargo, hasta la fecha no 
se ha demostrado la presencia de genes que codifican para H+-PPasas en 
levaduras u otros hongos, ni en metazoos (animales multicelulares). 
 15 
La acidificación de los compartimentos endocelulares delimitados por una única 
membrana (retículo endoplasmático, sistema Golgi, endosomas, lisosomas y 
vacuolas) impulsa un tráfico intracelular de membranas y proteínas que es vital 
para todas las células eucarióticas (Hernández y col, 2010). En levaduras, hongos 
y animales esta acidificación está promovida por la ATPasa translocadora de H+ 20 
vacuolar (V-ATPasa), una compleja bomba de protones formada por múltiples 
subunidades cuya funcionalidad es esencial para estos organismos (Hernández y 
col, 2010). En la membrana vacuolar (tonoplasto) y otras endomembranas de 
plantas superiores, algas y muchos protistas (eucariotas unicelulares) se localiza 
también la H+-PPasa (Maeshima 2000), la cual al acoplar el bombeo de H+ a la 25 
hidrólisis del PPi citosólico genera una fuerza protón-motriz, con un potencial 
positivo en el lumen, de magnitud similar al generado por la V-ATPasa localizada 
en las mismas endomembranas. Estos organismos poseen, por tanto, dos tipos 
de bombas de H+ que realizan funciones aparentemente redundantes, aunque 
con sustratos energéticos diferentes (Rea y col. 1992; Maeshima 2000, Pérez-30 
Castiñeira y col. 2001a). El hecho de que los niveles celulares de adenilatos sean 
muy sensibles a condiciones desfavorables, mientras que los de PPi apenas se 
alteran, estaría de acuerdo con el papel propuesto para la H+-PPasa en una 
bioenergética de estrés (Serrano y col. 2007). Los hongos y metazoos son 
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 excepciones a este respecto al carecer naturalmente de H+-PPasas, hidrolizando 
el PPi citosólico mediante una sPPasa que debe ser inactivada para asegurar la 
funcionalidad de las H+-PPasas en el sistema de expresión heterólogo fúngico o 
animal (Pérez-Castiñeira y col. 2002). 
 5 
Las H+-PPasas son proteínas hidrofóbicas relativamente grandes, con 15-17 
segmentos alfa-hélice transmembranales y de unos 750-800 residuos de 
aminoácidos. Su N-terminal se prevé en el lumen vacuolar, mientras que el C-
terminal se cree que se localiza en el citosol. Bioquímicamente se clasifican en 
dos grandes grupos, dependiente de si su actividad catalítica es estimulada o no 10 
por potasio (Maeshima 2000, Drozdowicz y Rea 2001; Pérez-Castiñeira y col 
2001a y b). Varios residuos ácidos son importantes para la función de la H+-
PPasa de la planta Arabidopsis thaliana y la bacteria Streptomyces coelicolor. 
Algunas plantas, protistas y procariotas poseen isoformas de H+-PPasa 
estrechamente relacionadas (Pérez-Castiñeira y col 2001a; Drozdowicz y Rea 15 
2001). 
 
Las H+-PPasas son proteínas de origen ancestral que conforman la clase de 
bombas primarias de iones más sencilla estructuralmente descrita hasta ahora, 
siendo in vivo proteínas homodiméricas (Maeshima 2000, Drozdowicz y Rea 20 
2001). La comparación de las secuencias de nucleótidos de los genes de H+-
PPasas de plantas y microorganismos (bacterias, arqueas y protistas) y de sus 
correspondientes secuencias de aminoácidos ha mostrado un alto grado de 
conservación entre proteínas homólogas de todos estos organismos, 
evolutivamente muy alejados. Esto ha permitido definir inequívocamente a la 25 
clase o familia de proteínas denominadas "pirofosfatasas translocadoras de 
protones” o “H+-pirofosfatasas", a la cual se le han asignado códigos 
identificativos en las principales bases de datos de proteínas como Pfam 
(PF03030); InterPro (IPR004131), o en la base de datos de Transportadores 
Proteínicos (TC#3.A.10) (Serrano y col. 2007). De esta forma, cualquier secuencia 30 
proteínica que, tras ser analizada a primera vista o por métodos bioinformáticos, 
sea asignada a esta familia, se puede considerar con un alto grado de seguridad 
que corresponde a una “bona fide” H+-PPasa, y es por tanto susceptible de ser 
utilizada en esta invención. 
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 El uso biotecnológico de las H+-PPasas se ha circunscrito hasta la fecha a la 
producción de cepas de levadura (Saccharomyces cerevisiae) o plantas 
transgénicas con mayor tolerancia a condiciones ambientales de estrés abiótico 
(salinidad, desecación) (Gaxiola y col. 1999; Gaxiola y col. 2001). Existen varias 
patentes similares en relación a esta temática tecnológica, un ejemplo 5 
representativo de ellas es la siguiente: 
 
Patent application title: Transgenic plants overexpressing a plant vacuolar 
Pyrophosphatase 
 10 
Inventors:  Gerald R. Fink  Roberto A. Gaxiola  Seth L. Alper  
Agents:  HAMILTON, BROOK, SMITH & REYNOLDS, P.C.  
Assignees:  University of Connecticut  
Origin: CONCORD, MA US  
IPC8 Class: AC12N1582FI  15 
USPC Class: 800278  
Patent application number: 20090288222  
 
Sin embargo, no se ha diseñado hasta la fecha ningún procedimiento para 
producir células fúngicas o animales con tolerancia o resistencia a fármacos 20 
antibióticos y/o a fungicidas mediante la expresión de H+-PPasas de origen 
vegetal o microbiano, capaces de sustituir funcionalmente a la V-ATPasa de las 
endomembranas de aquellos organismos. Este problema técnico es diferente en 
su naturaleza a la resistencia al estrés salino o hídrico descrita en las 
publicaciones y patentes citadas, no resultando la combinación de sus 25 
enseñanzas en la solución técnica aportada por la presente invención. 
 
La expresión de H+-PPasas en hongos y células animales que naturalmente no 
poseen esta clase de bombas de protones debe afectar a la energética celular, de 
forma directa a los gradientes electroquímicos de las membranas vacuo-30 
lisosomales y consiguientemente al tráfico intracelular de membranas, que a su 
vez interesa a procesos celulares muy diversos (secreción, división celular, etc.). 
De esta forma, se trata de reproducir en levadura y células animales un escenario 
metabólico propio de los eucariotas fotosintéticos (Pérez-Castiñeira y col. 2001; 
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 Serrano y col. 2007) y el aprovechamiento tecnológico derivado de las 
características fenotípicas diferenciales de las cepas transgénicas generadas, p.e. 
su posible resistencia a fármacos antibióticos de uso biomédico. 
 
Se conocen diversas clases de compuestos químicos capaces de inhibir 5 
selectivamente, tanto in vivo como in vitro, la actividad V-ATPasa al interaccionar 
con alguna subunidad de esta compleja bomba de protones. Entre ellos se 
encuentran los antibióticos plecomacrólidos, las benzolactona-enamidas, los 
archazólidos, las condropsinas y ciertos indoles. Ciertos macrólidos como las 
bafilomicinas y concanamicinas se utilizan como fármacos en la terapia de graves 10 
enfermedades (p.e. cáncer) debido a su efecto moderador de la proliferación 
celular, con el inconveniente de la elevada citotoxicidad derivada de su efecto 
inhibidor sobre la V-ATPasa (De Milito y Fais, 2005; Nikura 2006; Hernández y 
col. 2010). En consecuencia, la expresión de una H+-PPasa en hongos y células 
animales podría generar resistencia a cualquier fármaco que interaccione de 15 
forma directa con la V-ATPasa nativa de estas células, aliviando así sus efectos 
citotóxicos. 
 
La expresión de una H+-PPasa podría producir resistencia a otros xenobióticos 
que inhiben la actividad de la V-ATPasa por mecanismos indirectos, como son los 20 
morfolinos, compuestos derivados de la morfolina que presentan analogía 
estructural con el colesterol (un componente importante de las membranas de las 
células fúngicas y animales), inhiben su biosíntesis y suplantan a los esteroles 
naturales con los que interacciona esta bomba de protones (Lafourcade y col 
2008). Ciertos morfolino-derivados son fungicidas sistémicos muy utilizados 25 
(Dodemorf, Dimetomorf, Tridemorf) o tienen interés biomédico y farmacológico, 
p.e. para el tratamiento de graves enfermedades óseas (p.e. osteoporosis) (Farina 
y Gagliardi 2002). 
 
Las levaduras, y los hongos en general, producen importantes fermentaciones y 30 
biotransformaciones (fermentación alcohólica, degradación de biopolímeros como 
celulosa y lignina, generación de metabolitos secundarios como vitaminas, 
hormonas y medicamentos, entre otras), tanto naturales o convencionales como 
biotecnológicamente modificadas. Por tanto, la obtención de nuevas estirpes 
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 tolerantes a potentes antibióticos citotóxicos es de gran interés para prevenir y/o 
controlar contaminaciones fúngicas no deseadas en costosos procesos 
industriales o agroalimentarios, sin destruir las células que los llevan a cabo. 
 
Como se describe en esta invención, la H+-PPasa, al ser capaz de sustituir 5 
funcionalmente a la V-ATPasa, confiere tolerancia a fármacos citotóxicos que, 
como los antibióticos macrólidos (p.e. bafilomicina A1 o concanamicina A), son 
inhibidores muy potentes y selectivos de la V-ATPasa (inhibición total in vivo a 
concentraciones 1-2 µM, e in vitro a 5-10 nM) (De Milito y Fais, 2005; Nikura 
2006). Este resultado es potencialmente de gran importancia biomédica y 10 
biotecnológica. Por una parte, se generan células con una característica 
fenotípica diferencial respecto a las silvestres (grado de sensibilidad a un fármaco 
específico); por otra, al ser la H+-PPasa capaz por sí misma de acidificar los 
sistemas endomembranales de levaduras y células animales (complementación 
funcional) esto posibilitaría obtener líneas celulares mutantes carentes de V-15 
ATPasa, algo que hasta ahora no se había logrado con çélulas animales (Inoue y 
col. 2005); de esta forma se podrían estudiar también las funciones fisiológicas 
alternativas propuestas recientemente para la V-ATPasa animal. De hecho, la V-
ATPasa se ha implicado en procesos tan diversos como el mantenimiento del pH 
citosólico y extracelular (relación con malignidad y metástasis), endo- y exo-20 
citosis, apoptosis, neurotransmisión, estrés oxidativo, estabilidad génica y 
proliferación celular, entre otros (Hong y col. 2006; Liao y col. 2007; Manabe y col. 
1993; Milgrom y col. 2007; Sun-Wada y col 2004, Yoshimori y col. 1991). Es 
importante hacer notar a este respecto que los macrólidos se emplean en el 
tratamiento de enfermedades tan relevantes como el cáncer y la osteoporosis, 25 
con el inconveniente de su elevada citotoxicidad debida a la inhibición de la V-
ATPasa (De Milito y Fais, 2005), de ahí la importancia biotecnológica y biomédica 
de la tolerancia a fármacos promovida en células animales como consecuencia de 
su complementación funcional por H+-PPasas, como se describe en esta 
invención. Estos fármacos, producidos naturalmente por bacterias del género 30 
Streptomyces, están en la actualidad disponibles comercialmente y se pueden 
usar, como esta invención describe, en un procedimiento directo y muy sencillo de 
selección fenotípica de líneas celulares resistentes a antibióticos citotóxicos 
(inducidas por H+-PPasas heterólogas), ya que el rango de concentraciones 
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 inhibidoras del crecimiento de cultivos de células fúngicas y animales es muy 
bajo. 
 
En resumen, esta invención podría revelarse de interés biotecnológico y 
biomédico como consecuencia de la capacidad de las H+-PPasas de 5 
complementar funcionalmente a la H+-ATPasa vacuolar de células fúngicas y 
animales, ya que esta bomba de protones desarrolla un papel relevante en el 
metabolismo energético de estas células, así como en el mecanismo molecular de 
importantes enfermedades como el cáncer o la osteoporosis (Beyenbach y 
Wieczorek, 2006; Stevens y col. 1997), para cuyo tratamiento terapéutico se 10 
emplean algunos de los fármacos y antibióticos usados en esta invención. No 
obstante, esta invención también se refiere a cualquier otro compuesto que inhiba 
específicamente a la H+-ATPasa vacuolar  fúngica o animal. Como ejemplo, esta 
metodología permitiría obtener líneas de células humanas (tutipotentes o 
diferenciadas, adultas o embrionarias) expresoras de H+-PPasas y por ello 15 
resistentes a potentes fármacos/antibióticos citotóxicos, las cuales serían 
utilizadas en la restauración de tejidos y órganos “contaminados” con células 
patológicas sensibles a estos fármacos, p.e. células cancerosas o con graves 
deficiencias funcionales de origen genético o metabólico. 
 20 
DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 
 
La presente invención se refiere a una secuencia de nucleótidos de origen vegetal 
o microbiano que codifica para una secuencia de aminoácidos correspondiente a 
una pirofosfatasa translocadora de protones (H+-PPasa, miembro de una familia 25 
de proteínas con código identificativo PF03030 de la base de datos Pfam), la cual 
es usada para transformar o transfectar una célula de levadura (p.e. 
Saccharomyces cerevisiae), fúngica o animal, que naturalmente no contienen esta 
clase de proteínas. 
 30 
Dicha secuencia de ADN codificante, natural o modificada por ingeniería genética, 
se utiliza en esta invención para producir resistencia a diversos fármacos o 
antibióticos citotóxicos y a ciertos fungicidas, los cuales tienen en común ser 
potentes inhibidores de la ATPasa vacuolar (V-ATPasa) propia de la célula 
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 fúngica o animal que expresa la H+-PPasa codificada por dicha secuencia. Esta 
resistencia es consecuencia de la capacidad de la H+-PPasa heteróloga de 
acidificar los compartimentos endomembranales de las células transgénicas 
fúngicas o animales, siendo así capaz de sustituir funcionalmente a las V-
ATPasas nativas, como se describe en esta invención. Pero para que se 5 
manifieste la tolerancia a estos compuestos es necesario, según se describe 
también en esta invención, que el gen que codifica para la sPPasa citosólica de la 
célula transgénica fúngica o animal (IPP1 y PPA1, repectivamente) sea inactivado 
mediante técnicas bien conocidas por los expertos en biología molecular - p.e. 
inactivación génica por mutagénesis insercional en el ADN genómico, o 10 
silenciamiento génico post-transcripcional, p.e. por un ARN interferente (ARNi) - 
evitándose así su competencia con la H+-PPasa por el sustrato energético PPi. 
 
La secuencia aminoacídica codificada por la secuencia nucleotídica SEQ ID NO: 1 
usada en esta invención (Figura 1) corresponde a la H+-PPasa vacuolar AVP1 de 15 
Arabidopsis thaliana, planta modelo utilizada en numerosos procesos 
biotecnológicos, pero otras H+-PPasas de diferentes organismos pueden realizar 
la misma función que AVP1 y, por tanto, sustituir a la citada proteína vegetal en la 
invención. La secuencia nucleotídica SEQ ID NO: 1 también incluye las 
secuencias del promotor y el terminador del gen PMA1 de S. cerevisiae, 20 
necesarias para obtener una alta expresión de AVP1 en la levadura (Figura 1). No 
obstante, otras secuencias de ADN recombinante aptas también para la 
realización de esta invención contienen otras secuencias promotoras y 
terminadoras adecuadas para la célula fúngica o animal en la que se requiera 
expresar el gen que codifica para una H+-PPasa. 25 
 
Otras H+-PPasas de diversos organismos, y cuyas secuencias aminoacídicas 
tienen una identidad de entre 98 y 30 % con la proteína AVP1, se consideran 
tambíén objeto de esta invención y se pueden utilizar en la misma. Las 
secuencias nucleotídicas que codifican para estas H+-PPasas proceden de 30 
organismos pertenecientes a diferentes grupos filogenéticos de los tres grandes 
dominios del árbol de la vida incluyendo, pero sin limitarse, a: 1) Eucariotas, 
como los Alveolados (Dinoflagelados, Apicomplejos, Ciliados), Estramenópilos o 
Heterocontos (Bicoseócidos, Labirintúlidos, Oomicetos, así como Diatomeas, 
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 Crisofitas, Feofitas y otras Ocrofitas), Rizarios (como los Cercozoos), Halocrobios 
(como las Haptofitas y Criptofitas, entre otros), Amebozoos (como los Tubulineos 
o Amebas Lobosas, entre otros), Excavados (Euglenozoos, Kinetoplástidos, 
Amebas heterolobosas, entre otros), Malawimonas spp., Radiolarios, Heliozoos, 
Coanoflagelados, Nucleáridos, y todos los Arqueplástidos o Viridiplantae 5 
(Glaucofitas, Rodofitas, Clorofitas, Prasinofitas, Ulvofitas, Charofitas, Briofitas o 
musgos, Pteridofitas o helechos y Embriofitas o plantas superiores, Angiospermas 
y Gimnospermas); 2) Bacterias, como Bacteroidetes, Dictyoglomi, Chlamydiae, 
Acidobacterias, Thermotogae, Fusobacterias, Elusimicrobia, Gemmatimonadetes, 
Deferribacteres, Actinobacterias, Proteobacterias (alfa-, beta-, gamma-, delta- y 10 
epsilon-proteobacterias), Planctomycetes, Lentisphaerae, Spirochaetes, 
Chloroflexi, Firmicutes, Synesgistetes, Chlorobi, Verrucomicrobia, entre otros 
grupos; y 3) Arqueas, como Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota y 
Thaumarchaeota. 
 15 
La secuencia aminoacídica de la proteína SEQ ID NO: 2 usada también en esta 
invención (Figura 2) corresponde a una proteína quimérica codificada por una 
fusión traduccional de la región nucleotídica 3’ del gen para la H+-PPasa del 
protista kinetoplástido Trypanosoma cruzi y la secuencia nucleotídica del gen para 
la H+-PPasa AVP1 de Arabidopsis thaliana, obtenida mediante métodos de 20 
ingeniería de proteínas bien conocidos por los expertos. La proteína resultante 
denominada TcAVP1 se expresa a niveles mayores y su actividad es más elevada 
que AVP1 en S. cerevisiae o líneas celulares animales. Otras H+-PPasas de 
vegetales (musgos, helechos, plantas superiores), protistas (eucariotas 
unicelulares fotosintéticos y heterótrofos), bacterias y arqueas que tienen una 25 
identidad de entre 98 y 30 % con la proteína AVP1 se pueden utilizar en esta 
realización de la invención. 
 
La secuencia aminoacídica de la proteína SEQ ID NO: 3 usada también en esta 
invención (Figura 3) corresponde a una proteína quimérica codificada por una 30 
fusión traduccional de la región nucleotídica 3’ del gen para la H+-PPasa del 
protista kinetoplástido Trypanosoma cruzi con una secuencia nucleotídica del gen 
de la proteína verde fluorescente GFP de Aequorea victoria y la secuencia 
nucleotídica del gen para la H+-PPasa AVP1 de Arabidopsis thaliana, obtenida 
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 mediante métodos de ingeniería genética bien conocidos por los expertos. La 
proteína resultante denominada TcGFPAVP1 se expresa a niveles mayores y su 
actividad es más elevada que AVP1 en S. cerevisiae o líneas celulares animales y 
su localización subcelular se puede observar in vivo mediante técnicas de 
microscopia de fluorescencia bien conocidas por los expertos. Otras H+-PPasas 5 
de vegetales (musgos, helechos, plantas superiores), protistas (eucariotas 
unicelulares fotosintéticos y heterótrofos), bacterias y arqueas que tienen una 
identidad de entre 98 y 30 % con la proteína AVP1 se pueden utilizar en esta 
realización de la invención. 
 10 
La aplicación del uso de las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID 
NO: 3 de la presente invención en diferentes células fúngicas o animales, hace 
que dichas células muestren características nuevas como la tolerancia a diversos 
fármacos o antibióticos citotóxicos y a ciertos fungicidas, lo cual representa un 
fenotipo ventajoso desde el punto de vista biotecnológico y/o biomédico respecto 15 
a las células fúngicas o animales que no comprendan una proteína de la familia 
de las H+-PPasas, según se describe en la presente invención. 
 
Otro aspecto más de la presente invención consiste en que el gen que codifica 
para la pirofosfatasa soluble (sPPasa) citosólica del genoma de la célula fúngica o 20 
animal -IPP1 y PPA1, respectivamente- debe estar inactivado, de forma que la 
H+-PPasa vegetal o microbiana expresada en las células transgénicas pueda 
disponer de suficiente sustrato PPi y se manifieste, en consecuencia, el fenotipo 
de resistencia a fármacos o antibióticos citotóxicos y fungicidas que se describe 
en esta invención. 25 
 
Según se describe en la Figura 4, la inactivación permanente del gen IPP1 de 
Saccharomyces cerevisiae se consigue mediante inserción por recombinación 
homóloga en el ADN del cromosoma II de la levadura de la secuencia nucleotídica 
artificial SEQ. ID NO. 4 usada en esta invención, la cual incluye las secuencias 30 
promotora (410 nt) y codificante (864 nt) del gen IPP1 flanqueando a la que 
codifica para la casete de expresión del gen HIS3 (1773 nt), según se muestra en 
el esquema inferior. Esta inactivación génica permanente por mutagénesis 
insercional (gene knock-out) se puede llevar a cabo en cualquier célula fúngica 
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 (de hongos Ascomicetos, Basidiomicetos o Zygomicetos) mediante técnicas bien 
conocidas por los expertos en Biología Molecular. 
 
Alternativamente, según se describe en la Figura 5 y en la sección de Ejemplos 
de esta invención, se consigue una inactivación condicional (dependiendo de las 5 
condiciones de cultivo) del gen IPP1 de Saccharomyces cerevisiae mediante 
inserción por recombinación homóloga en el ADN del cromosoma II de la levadura 
de la secuencia nucleotídica artificial SEQ. ID NO. 5, usada en esta invención 
para sustituir a la región promotora natural (410 nt) del gen IPP1 de la levadura 
por la secuencia promotora regulable reprimible por glucosa del gen GAL1 (808 10 
nt), con la introducción simultánea de la casete de expresión del gen HIS3 (1773 
nt) entre las secuencias promotoras referidas. Esta inactivación génica 
condicional por mutagénesis insercional se puede llevar a cabo en cualquier 
célula fúngica (de hongos Ascomicetos, Basidiomicetos o Zygomicetos) mediante 
técnicas bien conocidas por los expertos en Biología Molecular. 15 
 
Otro aspecto de la presente invención consiste en la inactivación del gen PPA1 
que codifica para la sPPasa citosólica humana (cromosoma 10; No. acceso NCBI 
NM_021129) (ver Figura 6), o de su homólogo de cualquier otra especie animal, 
mediante diferentes técnicas bien conocidas por los expertos en Biología 20 
Molecular, como la transfección con vectores lentivirales y silenciamiento génico 
por ARN interferente (ARNi) descrita en la sección de Ejemplos de esta invención 
o el “knockout” de PPA1 mediante la tecnología de Nucleasas de Dedos de Zinc, 
entre otras, con la finalidad, como se ha indicado anteriormente, de que se 
manifieste el fenotipo de resistencia a fármacos citotóxicos y fungicidas en las 25 
células que expresan H+-PPasas como se describe en esta invención. 
 
Otro aspecto más de la presente invención consiste en la introducción de genes 
que codifican H+-PPasas mediante transfección de células de diversas líneas 
celulares humanas y de animales, tanto si son de crecimiento rápido como si son 30 
quiescentes, de células embrionarias o adultas, de células madre o diferenciadas. 
Algunos ejemplos de líneas celulares utilizables en esta invención son, entre 
otras, HEK 293 , riñón embriónico humano; NB9, neuroblastoma humano; MCF-7 
y MCF-7/HER2, células tumorales de cáncer de mama humana (la línea MCF-
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 7/HER2, tiene integrada una construcción que sobreexpresa el gen HER2); 
A293T, células de origen renal embriónico humano; HeLa, células tumorales de 
epitelio de cuello de útero humano; HCT116 y HCT116/p53-/-, líneas celulares de 
cáncer de colon humano (la línea HCT116/p53-/- posee las dos copias 
cromosómicas del gen TP53 inactivado por recombinación homóloga); lNIH/3T3, 5 
fibroblastos de ratón (modelo de mamífero). 
 
En consecuencia, el primer aspecto de la presente invención es el uso de un 
ácido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotídica que codifica 
una secuencia aminoacídica con al menos un 40 % de identidad con las 10 
codificadas por las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 para 
producir tolerancia a diversos fármacos y antibióticos citotóxicos y a fungicidas 
que son inhibidores de las V-ATPasas de células fúngicas o animales. Los 
fármacos y antibióticos hacia los que, según se describe en esta invención, la 
expresión de una H+-PPasa confiere resistencia o tolerancia en una célula fúngica 15 
o animal se clasifican en, pero no se limitan a, los siguientes grupos (Hernández y 
col. 2010): 
 
1) Plecomacrólidos (Bafilomicinas, Concanamicinas, Iejimalides, Palmerolides, 
Apoptolidina). Compuestos muy similares estructuralmente que consisten en 20 
grandes anillos de lactonas macrocíclicas por lo que se clasifican en el grupo de 
los macrólidos, y se denominan generalmente plecomacrólidos. La Bafilomicina A 
fue el primer inhibidor específico descrito para la V-ATPasa, seguido poco 
después por la Concanamicina A. Son producidos de forma natural por varias 
especies de bacterias del género Streptomyces, cuando crecen como micelios. 25 
Son inhibidores muy potentes de la V-ATPasa fúngica o animal, con valores de 
IC50 del orden de nanomolar. En medicina clínica, se utilizan en terapia 
anticancerosa (inhiben la proliferación de células tumorales) y diversas 
osteopatías. Los Iejimalides A y B, y el Palmerolide A, plecomacrólidos similares a 
las Bafilomicinas aislados de ciertos tunicados marinos (Eudistoma cf. rigida, 30 
Synoicum adareanum) son potentes inhibidores de la V-ATPasa animal y tienen 
una potente actividad antileucémica, así como efectos citostáticos y 
proapoptóticos en células tumorales, pero son muy citotóxicos. 
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 2) Benzolactona enamidas (Salicylihalimidas, Lobatamidas y Apicularenos). 
Forman una familia de inhibidores de la actividad V-ATPasa descritos poco 
después que los plecomacrólidos, siendo su mecanismo de inhibición de esta 
bomba de H+ diferente al de los plecomacrólidos. El primero de estos compuestos 
(Salicylihalimida) se obtuvo de espojas del género Haliclona sp; las lobatamidas y 5 
los Apicularenos se aislaron del tunicado Aplidium lobatum (de ahí su nombre) y 
de mixobacterias del género Chondromyces, respectivamente. Todos estos 
compuestos tienen en común un núcleo de benzolactona enamida y muestran un 
perfil de citotoxocidad similar a los plecomacrólidos en tests celulares. Las 
benzolactona enamidas son inhibidores muy potentes de la V-ATPasa animal 10 
pero no de la V-ATPasa fúngica, y exhiben una potente actividad antitumoral en 
células de mamífero. 
 
3) Chondropsinas. Son macrólidos poliketido-derivados muy complejos formados 
por 33-37 anillos que integran un gran anillo lactónido con largas extensiones de 15 
poliketidos. Fueron inicialmente aislados de esponjas de los géneros Chondropsis 
y Siliquariaspongia. Inducen muerte celular y son potentes inhibidores de la V-
ATPasa (preferentemente la fúngica) en tests celulares y ensayos in vitro.  
 
4) Archazolidos. Son antibióticos macrolactónidos relacionados estructuralmente 20 
con los plecomacrólidos que contienen además un anillo tiazol en una cadena 
lateral. Fueron aislados por vez primera de la mixobacteria Archangium gephyra. 
Archazolido A es un potente inhibidor de la V-ATPasa de Manduca sexta (IC50 = 
20nM) así como de la acidificación de los compartimentos intracelulares de 
células de mamífero. 25 
 
5) Indoles. Diez años después del descubrimiento de la Bafilomicina, el 
conocimiento de su mecanismo de inhibición de la V-ATPasa dio lugar a la 
producción de una nueva clase de compuestos inhibidores más simples y fáciles 
de sintetizar, caracterizados por un núcleo indólico con residuos laterales 30 
atractores de electrones (p.e. cloro) en las posiciones 5 y 6, y un residuo amino 
tras una cadena espaciadora de 3-4 átomos de carbono (Hernández y col. 2010). 
Al igual que los plecomacrólidos, estos indol-derivados se unen a la subunidad c 
de la V-ATPasa. 
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 6) Imidazoles. Un caso especial es el Omeprazol y derivados, como lanzoprazol 
o Pantoprazol, denominados en conjunto PPI (Proton Pump Inhibitors). Estos 
compuestos son derivados del imidazol con un átomo de azufre tricoordinado en 
una estructura piramidal. Se usan ampliamente como inhibidores de la H+/K+-
ATPasa gástrica y otras P-ATPasas (interaccionan con un residuo Cys del sitio 5 
activo), de ahí su denominación PPI. En altas concentraciones inhiben la V-
ATPasa incrementando así la sensibilidad de las células tumorales hacia otros 
agentes quimioterapéuticos usados contra el cáncer, por lo que se consideran 
agentes antitumorales. 
 10 
En este sentido, otro aspecto de la presente invención es el uso de un ácido 
nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotídica que codifica una 
secuencia aminoacídica con al menos un 40 % de identidad con las codificadas 
por las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 para producir 
en células de levaduras y otros hongos o en células animales tolerancia a 15 
fungicidas morfolinos (aldimorph, benzamorf, carbamorph, dimethomorph, 
dodemorph, fenpropimorph, flumorph, tridemorph), derivados de la morfolina que 
actúan inhibiendo las V-ATPasas fúngica y animal al impedir la síntesis de los 
esteroles que interaccionan con esta bomba de protones en la membrana. Estos 
compuestos son utilizados como fungicidas sistémicos en agricultura, 20 
biotecnología e industria, y tienen un interés biomédico creciente como agentes 
virostáticos, coccidiostáticos y citostáticos (antitumorales). 
 
Todos los compuestos citados tienen en común que actúan como inhibidores de 
la actividad translocadora de H+ de la V-ATPasa fúngica o animal (Hernández y 25 
col. 2010), a la que sustituye funcionalmente la H+-PPasa, según se describe en 
esta invención. 
 
La secuencia SEQ ID NO: 1 comprende una secuencia aminoacídica codificada 
por una secuencia nucleotídica presente en el genoma de la planta Arabidopsis 30 
thaliana. El ácido nucleico aislado comprende al menos una secuencia 
nucleotídica que codifica una secuencia con al menos un 30 % de identidad con la 
codificada por SEQ ID NO: 1 o bien que codifica para la de SEQ ID NO: 1. En 
estos aspectos de la presente invención, el ácido nucleico aislado puede ser la 
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 secuencia nucleotídica codificante (ADNc), como es el caso de SEQ ID NO: 1, o 
secuencias nucleotídicas con o sin intrones, por tanto queda incluida la secuencia 
de ADN genómico que codifica para SEQ ID NO: 1 (en adelante se harán 
referencia a las secuencias nucleotídicas como secuencias nucleotídicas de la 
presente invención o de la invención). Es decir, incluyen secuencias de ácido 5 
nucleico cuyo producto de la transcripción, el ARN mensajero (ARNm) codifica 
para la misma secuencia de aminoácidos (en adelante, secuencia de aminoácidos 
de la presente invención o secuencia de aminoácidos de la invención). También 
se incluyen secuencias variantes degeneradas de las secuencias nucleotídicas de 
la invención, cuyo producto es una proteína con la misma función que la proteína 10 
codificada por la secuencia SEQ ID NO: 1. También se incluyen secuencias de 
aminoácidos que tengan modificaciones en su extremo N-terminal, C-terminal y/o 
en alguna posición aminoacídica interna (como las codificadas por SEQ ID NO: 2 
y SEQ ID NO: 3) de modo que la función de la proteína esté mejorada respecto de 
la que resulta de la traducción de la secuencia de ARNm transcrita a partir de la 15 
secuencia de nucleótidos de la invención que es idéntica al ARMm natural (SEQ 
ID NO: 1). La secuencia de aminoácidos puede estar codificada por cualquier 
secuencia nucleotídica que de lugar a cualquiera de las secuencias de 
aminoácidos de la invención. Debido a que el código genético es degenerado, un 
mismo aminoácido puede ser codificado por diferentes codones (tripletes), por 20 
ello, la misma secuencia de aminoácidos puede ser codificada por distintas 
secuencias de nucleótidos. 
 
Las secuencias aminoacídicas con al menos un 30 % de identidad con la 
codificada por SEQ ID NO: 1 son secuencias homólogas de A. thaliana u otros 25 
organismos donde la proteína que codifican tiene una función equivalente a la 
proteína codificada por el citado gen AVP1 de origen vegetal. Las secuencias 
homólogas se refieren por lo general a secuencias de especies distintas que 
proceden de una secuencia ancestral común. Dentro de la homología de 
secuencia se distinguen dos tipos de homología: la ortología y la paralogía. Las 30 
secuencias ortólogas pertenecen a especies que tienen un antepasado común. 
Las secuencias parálogas son aquellas que se encuentran en el mismo 
organismo y proceden de la duplicación de un mismo gen. En este aspecto de la 
presente invención, se consideran todas las secuencias homólogas, tanto 
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 ortólogas como parálogas, que tienen, al menos, un 30 % de identidad con la 
secuencia aminoacídica de SEQ ID NO: 1, sin perjuicio de que se consideren 
también objeto de la invención otras secuencias de H+-PPasas con niveles 
menores de identidad con AVP1. Del mismo modo, quedan incluidas todas 
aquellas secuencias cuyo producto de la transcripción es idéntico a la secuencia 5 
de aminoácidos de la presente invención. 
 
La identidad de la secuencia aminoacídica codificada por SEQ ID NO: 1, 
procedente de Arabidopsis thaliana con respecto a secuencias aminoacídicas de 
otras plantas, como por ejemplo, pero sin limitarse a, Nicotiana, es de alrededor de 10 
un 95 %, por tanto, en esta realización de la presente invención se incluye cualquier 
ácido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotídica que codifica para 
una secuencia aminoacídica, procedente de una planta, con al menos un 90 % de 
identidad con respecto a la secuencia aminoacídica de SEQ ID NO: 1. 
 15 
Una realización preferida es el uso de un ácido nucleico aislado que comprende 
una secuencia nucleotídica que codifica una secuencia aminoacídica de una 
planta, helecho, musgo o microorganismo con al menos un 30 % de identidad con 
la secuencia aminoacídica codificada por SEQ ID NO: 1. 
 20 
Tal como se describe en el apartado de ejemplos de la presente invención, la 
tolerancia a fármacos citotóxicos y a fungicidas de células fúngicas o animales 
que han sido transformadas o transfectadas con una secuencia nucleotídica que 
codifica para la secuencia de aminoácidos de la invención, incrementa 
significativamente respecto de células control que no contienen las secuencias 25 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. Por tanto, las secuencias SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 confieren resistencia a fármacos citotóxicos 
y fungicidas. Preferiblemente las secuencias de ácidos nucleicos de la invención 
se usan para conferir resistencia a fármacos citotóxicos y fungicidas en las células 
transgénicas, fúngicas o animales. 30 
 
Otra realización preferida de la invención es el uso de las secuencias 
nucleotídicas SEQ ID NO: 4 y SEQ ID NO: 5 (o construcciones homólogas de 
orgen fúngico) para transformar células de levaduras u otros hongos, y el uso de 
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 un ARNi obtenido a partir de la secuencia nucleotídica SEQ ID NO: 6 (o de 
secuencias homólogas de células animales) por técnicas bien conocidas por los 
expertos en Biología Molecular para transfectar células de mamíferos, 
preferiblemente células humanas. 
 5 
Otro aspecto más de la presente invención es el uso de un vector de expresión 
que comprende el ácido nucleico según cualquiera de los aspectos anteriores (en 
adelante, vector de la invención) para conferir resistencia a fármacos citotóxicos y 
fungicidas en células animales y fúngicas. 
 10 
El término “vector” se refiere a un fragmento de ADN que tiene la capacidad de 
replicarse en un determinado huésped y, como el término indica, puede servir de 
vehículo para multiplicar otro fragmento de ADN que haya sido fusionado al 
mismo (inserto). Inserto se refiere a un fragmento de ADN que se fusiona al 
vector; en el caso de la presente invención, el vector puede comprender 15 
cualquiera de las secuencias descritas según los aspectos anteriores que, 
fusionadas al mismo puede replicarse en el huésped adecuado. Los vectores 
pueden ser plásmidos, cósmidos, bacteriófagos o vectores lentivirales aptos para 
transformar o transfectar células fúngicas o animales, sin excluir otro tipo de 
vectores que se correspondan con la definición realizada de vector. 20 
 
Un aspecto más es el uso de una célula transformada o transfectada con el vector 
de la invención que comprende cualquiera de las secuencias de nucleótidos que 
codifican para las secuencias aminoacídicas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ 
ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (en adelante, célula de la invención) para conseguir 25 
resistencia a los citados antibióticos o fármacos citotóxicos y fungicidas. 
 
El término “célula” tal como se entiende en la presente invención hace referencia 
a una célula procariótica o eucariótica. La célula puede ser una bacteria capaz de 
replicar un ADN ajeno transformado como por ejemplo cualquiera de las cepas de 30 
la especie Escherichia coli. Preferiblemente, la célula hace referencia a una célula 
eucariótica fúngica o animal. Así pues, en el caso de que la célula sea fúngica, el 
término célula comprende, al menos, una célula individual de una levadura, o de 
un micelio de un hongo filamentoso, u otra célula fúngica de cualquier tipo, 
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 germinal (espora) o vegetativa, diferenciada o indiferenciada. En el caso de célula 
animal puede ser de cualquier línea celular, normal o tumoral, de cualquier tejido 
u órgano, adulta o embrionaria, pluripotente (desdiferenciada) o diferenciada. 
Asimismo, también se incluye en esta definición un protoplasto (célula fúngica que 
carece de pared celular). 5 
 
El término “transfección” hace referencia a la introducción de material genético 
externo en células mediante plásmidos, vectores víricos (en este caso también se 
habla de transducción) u otras herramientas para la transferencia en células 
eucarióticas animales. El término “transformación” se prefiere para describir las 10 
transferencias no-virales de material genético en bacterias y células eucarióticas 
fúngicas. 
 
Una realización preferida es el uso de la célula de la invención que comprende 
cualquier producto de la expresión del ácido nucleico aislado que codifica para las 15 
secuencias aminoacídicas de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. 
 
El término “producto de la expresión” tal como se entiende en la presente 
invención hace referencia a cualquier producto resultante de la expresión de la 
secuencia de nucleótidos según cualquiera de los aspectos anteriores. Así 20 
pues, como producto resultante de la expresión de la secuencia se entiende, 
por ejemplo, el ARN que se obtiene de la transcripción de la secuencia, el ARN 
procesado, la proteína resultante de la traducción del ARN o posteriores 
modificaciones de la secuencia nucleotídica en el interior de la célula siempre 
que la secuencia resultante tenga su origen en la secuencia original 25 
transferida. 
 
Otra realización preferida es el uso según cualquiera de los aspectos o 
realizaciones anteriores donde el ácido nucleico aislado está unido 
funcionalmente a una secuencia reguladora de la expresión génica. 30 
 
El ácido nucleico de la presente invención se une por su extremo 3’ a una 
secuencia reguladora de la expresión génica. En la presente invención, el término 
“secuencia reguladora de la expresión génica” hace referencia a una secuencia 
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 de ácidos nucleicos que tenga efecto sobre la funcionalidad de la secuencia de 
ácido nucleico de la invención en lo que se refiere al comienzo de la transcripción 
de la secuencia de ADN o al inicio de traducción de la secuencia de ARN u otras 
secuencias no descritas. A modo de ejemplo, entre las secuencias reguladoras de 
la expresión génica contempladas en la presente invención están los promotores 5 
y otras menos comunes como determinados intrones. 
 
Según una realización preferida, la secuencia reguladora de la expresión génica 
forma parte de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3. 
 10 
La secuencia reguladora de la expresión génica de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 
y SEQ ID NO: 3 hace referencia a la secuencia del promotor del gen PMA1 de S. 
cerevisiae, que produce una expresión constitutiva del gen al que precede en 
cualquier célula eucariótica fúngica. Esta secuencia provoca que el gen que 
precede sea expresado eficientemente en las células fúngicas. En otras 15 
realizaciones la secuencia reguladora de la expresión génica en hongos puede 
ser cualquier secuencia promotora de otros genes constitutivos de origen fúngico 
que codifican para proteínas con altos niveles de expresión (p.e. PGK, GAPDH) y 
que son funcionales en las células fúngicas transformadas. 
 20 
Según otra realización preferida, la célula fúngica a la que se hace referencia 
según cualquiera de los aspectos o realizaciones anteriores, pertenece a la 
especie Saccharomyces cerevisiae. 
 
Según otra realización preferida, la secuencia reguladora de la expresión 25 
génica puede ser cualquier secuencia de origen vírico (virus SV40 o CMV) o de 
protomotores de genes constitutivos que codifiquen proteínas abundantes en 
células animales (p.e, globinas) y que sea funcional en las células animales 
transfectadas, preferentemente células eucarióticas de mamífero, y más 
preferentemente células humanas (Homo sapiens). Esta secuencia provoca que 30 
el gen al que precede sea expresado en células humanas y de otros mamíferos. 
 
Otro aspecto de la presente invención es una célula aislada transfectada con un 
ácido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotídica que codifica 
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 una secuencia aminoacídica con al menos un 30 % de identidad con la secuencia 
codificada por SEQ ID NO: 1. 
 
El término “transfección” hace referencia a la introducción de material genético 
externo en células mediante plásmidos, vectores víricos (en este caso también se 5 
habla de transducción) u otras herramientas para la transferencia. El término 
transfección para métodos no-virales es usado en referencia a células 
eucarióticas de mamífero, mientras que el término transformación se prefiere para 
describir las transferencias no-virales de material genético en bacterias y células 
eucariotas no animales, como levaduras y otros hongos. En el caso de la presente 10 
invención, el término transfección es equivalente al término transformación. 
 
Según una realización preferida, la célula fúngica o animal también comprende 
una secuencia nucleotídica cromosómica modificada de manera que el gen que 
codifica para su sPPasa citosólica (IPP1 o PPA1, respectivamente) esté 15 
inactivado permanentemente (p.e. SEQ ID NO: 4) o pueda ser inactivado 
discrecionalmente (p.e. SEQ ID NO: 6), o bien la célula contenga una secuencia 
de ARNi que permita el silenciamiento de dicho gen. Alternativamente el gen 
PPA1 de células humanas se puede inactivar permanentemente (knock-out) 
mediante la técnica de la Nucleasa de Dedos de Zinc. 20 
 
Otra realización preferida es una célula aislada fúngica o animal transfectada con 
un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotídica que codifica 
para una H+-PPasa. 
 25 
En adelante, se hará referencia a las células anteriores como las células de la 
invención o las células de la presente invención. 
 
El término “célula aislada” hace referencia a una célula que se obtiene de 
cualquier tipo de cultivo microbiológico (por ejemplo, pero sin limitarse, E. coli) o 30 
de micelios de hongos o de tejido animal. Preferiblemente la célula es una célula 
eucariótica de levadura o de mamífero. Así pues, el término célula comprende, al 
menos, una célula de cualquier tipo, diferenciada o indiferenciada. Asimismo, 
también se incluye en esta definición un protoplasto (célula que carece de pared 
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 celular). La célula expresa las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID 
NO: 3 de forma estable o de forma transitoria. 
 
Otro aspecto más de la presente invención es un tejido u órgano que comprende 
la célula de la invención. Según una realización preferida, el tejido u órgano 5 
pertenece a una especie animal, preferiblemente a una especie de mamífero, y 
más preferiblemente a Homo sapiens. Según otra realización preferida la célula 
pertenece a una especie de hongo, bien unicelular o formador de micelios. 
 
Teniendo en cuenta que las proteínas H+-PPasas codificadas por las secuencias 10 
de la presente invención sustituyen funcionalmente a las V-ATPasas de S. 
cerevisiae y células humanas, es de suponer, que la transferencia e inserción, en 
el lugar adecuado, de las secuencias de la invención a cualquier especie fúngica 
o animal donde el producto obtenido de las secuencias anteriores tenga la misma 
secuencia aminoacídica, origine como resultado células fúngicas o animales que 15 
expresan de forma funcional estas secuencias que desempeñan la misma función 
que su V-ATPasa nativa. 
 
Las células de la invención pueden contener cualquiera de las secuencias de la 
invención en homocigosis, heterocigosis o hemicigosis. 20 
 
Las células de la invención pueden conseguirse por transformación genética de 
células fúngicas o animales mediada por nucleofección, electroporación, biolística, 
liposomas, o cualquier otra técnica que permita la integración de cualquiera de las 
secuencias de la invención en el ADN de la células receptoras, ya sea éste 25 
genómico, cloroplástico o mitocondrial seguida de un programa de regeneración 
in vitro adecuado a las características y necesidades de la especie transformada. 
Los métodos para conseguir la célula o tejido de la invención no se limitan 
exclusivamente a los métodos descritos en este párrafo. Asimismo también se 
incluye que la célula de la presente invención exprese los genes transfectados de 30 
forma estable o de forma transitoria. 
 
En la presente invención se tiene en cuenta la transmisión de los caracteres 
genéticos y fenotípicos obtenidos. De este modo se consigue un organismo 
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 (hongo o animal) que comprende cualquiera de las secuencias de la presente 
invención y, tras los respectivos cruces y/o selecciones, se puede obtener una 
progenie en la que la secuencia se integra de forma estable (aunque también 
pueden expresarse de forma transitoria) y en un número de copias adecuado para 
obtener los mismos caracteres deseables en las posteriores generaciones. 5 
 
El término “progenie” hace referencia al resultado de la reproducción, es decir, el 
individuo o individuos producidos mediante la intervención de uno o más 
individuos parentales. La progenie puede ser también cualquier célula resultante 
de la fusión de cualquier contenido celular, plasto, compartimento celular, ADN o 10 
cualquiera de sus combinaciones. En los procesos de división celular (como por 
ejemplo en el cultivo in vitro) la progenie son las células resultantes de la división. 
 
Otro aspecto de la presente invención es un método para la obtención de la célula 
fúngica de la invención, que comprende: 15 
 
a. insertar las secuencias nucleotídicas que codifican para las proteínas 
codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para cualquier 
otra H+-PPasa natural o modificada) en un vector, 
 20 
b. transformar una célula con el vector obtenido según el apartado (a) 
 
c. Insertar en un vector las secuencias SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 (o 
secuencias homólogas de origen fúngico) destinadas a inactivar el gen de la 
sPPasa citosólica IPP1 (o cualquier homólogo fúngico) mediante inserción por 25 
recombinación homóloga en la región cromosómica correspondiente 
 
d. transformar una célula con el vector obtenido según el apartado (c) y 
 
e. seleccionar la célula doblemente transformada según los apartados (b) y 30 
(d) que comprende la secuencia nucleotídica que codifica para las proteínas 
heterólogas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para 
cualquier otra H+-PPasa natural o modificada) y cuyo gen IPP1 está inactivado, 
preferentemente de modo permanente. 
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Otro aspecto de la presente invención es un método para la obtención de la célula 
fúngica de la invención, caracterizado porque las etapas de dicho método se 
suceden en el siguiente orden: c), d), a), b), y e), del siguiente modo: 
 5 
c. Insertar en un vector las secuencias SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 (o 
secuencias homólogas de origen fúngico) destinadas a inactivar el gen de la 
sPPasa citosólica IPP1 (o cualquier homólogo fúngico) mediante inserción por 
recombinación homóloga en la región cromosómica correspondiente, 
 10 
d. transformar una célula con el vector obtenido según el apartado (c), 
 
a. insertar las secuencias nucleotídicas que codifican para las proteínas 
codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para cualquier 
otra H+-PPasa natural o modificada) en un vector, 15 
 
b. transformar una célula con el vector obtenido según el apartado (a), y 
 
e. seleccionar la célula doblemente transformada según los apartados (b) y 
(d) que comprende la secuencia nucleotídica que codifica para las proteínas 20 
heterólogas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para 
cualquier otra H+-PPasa natural o modificada) y cuyo gen IPP1 está inactivado, 
preferentemente de modo condicional, tal y como se ha empleado en los ejemplos 
para generar las estirpes de S. cerevisiae YPC3, YPC4 y SAH6. 
 25 
Otro aspecto de la presente invención es un método para la obtención de la célula 
animal, preferiblemente de mamífero, de la invención, que comprende: 
 
a. insertar las secuencias nucleotídicas que codifican para las proteínas 
codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para cualquier 30 
otra H+-PPasa natural o modificada) en un vector, 
 
b. transfectar una célula con el vector obtenido según el apartado (a) 
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 c. Insertar en un vector la secuencia de ARNi diseñada para el silenciamiento 
génico del gen de la sPPasa citosólica PPA1 humana (o cualquier homólogo 
animal) 
 
d. transfectar una célula con el vector obtenido según el apartado (b) 5 
 
e. seleccionar la célula doblemente transfectada según los apartados (b) y (d) 
que comprende la secuencia nucleotídica que codifica para las proteínas 
heterólogas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para 
cualquier otra H+-PPasa natural o modificada) y cuyo gen PPA1 está inactivado, 10 
preferentemente de modo permanente. 
 
Otro aspecto de la presente invención es un método para la obtención de la célula 
animal de la invención, caracterizado porque las etapas de dicho método se 
suceden en el siguiente orden: c), d), a), b), y e), del siguiente modo: 15 
 
c. Insertar en un vector la secuencia de ARNi diseñada para el silenciamiento 
génico del gen de la sPPasa citosólica PPA1 humana (o cualquier homólogo 
animal) 
 20 
d. transfectar una célula con el vector obtenido según el apartado (c) 
 
a. insertar las secuencias nucleotídicas que codifican para las proteínas 
codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para cualquier 
otra H+-PPasa natural o modificada) en un vector, 25 
 
b. transfectar una célula con el vector obtenido según el apartado (a) 
 
e. seleccionar la célula doblemente transfectada según los apartados (b) y (d) 
que comprende la secuencia nucleotídica que codifica para las proteínas 30 
heterólogas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 (o para 
cualquier otra H+-PPasa natural o modificada) y cuyo gen PPA1 está inactivado, 
preferentemente de modo condicional, bajo un promotor regulable en células 
animales. 
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La inserción de cualquiera de las secuencias de la invención en un vector se 
puede llevar a cabo por medio de los métodos de clonación que forman parte del 
conocimiento general común, mediante corte de las secuencias y el vector con 
enzimas de restricción y su posterior ligación, de forma que la secuencia del 5 
vector integre la secuencia de la invención seleccionada. El vector ha sido 
definido en un párrafo anterior. 
 
La selección del vector que comprende la secuencia de la invención escogida, 
puede llevarse a cabo mediante técnicas como;  10 
 
- Selección de células que contengan los vectores de la invención mediante la 
adición de antibióticos, otros fármacos bioactivos al medio de cultivo, o la 
remoción de determinados nutrientes (p.e. aminoácidos) del mismo. La resistencia 
de estas células a sustancias como los antibióticos está producida por la síntesis 15 
de moléculas codificadas por una secuencia contenida en la secuencia del vector. 
La capacidad de crecimiento en ausencia de un nutriente está producida por la 
síntesis de moléculas (proteínas) codificadas por una secuencia contenida en la 
secuencia del vector que puede o no integrarse en el ADN cromosómico de la 
célula transformada. 20 
- Digestión con enzimas de restricción mediante las cuales se obtenga un 
fragmento de alguna de las secuencias de la invención insertada en el vector. 
- Detección de un gen indicador presente en el vector de transformación, cuya 
presencia en la célula transformada indica la presencia de las secuencias de la 
invención. 25 
 
La célula se obtiene de cualquier tipo de cultivo microbiológico (por ejemplo E. 
coli) o cultivos de hongos o células animales. 
 
La transformación genética de las células se lleva a cabo por medio de técnicas 30 
que forman parte del conocimiento general común, como por ejemplo, 
nucleofección, electroporación, transformación genética mediada por biolística, 
virus, liposomas, o cualquier otra técnica que permita la integración de cualquiera 
de las secuencias de la invención en el ADN de la célula. Mediante estas técnicas 
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 se consigue introducir, de forma estable, un vector que incluye cualquiera de las 
secuencias de la invención, de forma que, tras sucesivas divisiones de la célula, 
la secuencia incorporada sigue expresándose. También se incluyen las células 
que comprenden cualquiera de las secuencias de la invención de forma 
transitoria. 5 
 
La célula transformada con un vector que incluye cualquiera de las secuencias de 
la invención puede incorporar la secuencia en alguno de los ADN de la célula; 
nuclear, mitocondrial y/o cloroplástico (en este caso se suele insertar una 
secuencia de ADNt que contiene, entre otras secuencias, cualquiera de las 10 
secuencias de la invención), o, permanecer como parte de un vector que posee 
su propia maquinaria para autoreplicarse. La selección de la célula que ha 
incorporado cualquiera de las secuencias de la invención se lleva a cabo por 
medio de la adición de antibióticos u otros fármacos bioactivos al medio de cultivo 
que suministra nutrientes a las mismas, o por la remoción de determinados 15 
nutrientes (p.e. aminoácidos) del medio de cultivo. La resistencia de estas células 
a sustancias como los antibióticos, o la capacidad de sintetizar determinados 
nutrientes, está producida por la síntesis de moléculas codificadas por una 
secuencia contenida en la secuencia del vector o del ADNt del vector. También se 
puede seleccionar la célula que comprende secuencias que codifican para H+-20 
PPasas mediante cualquier otra técnica que permita discriminar su presencia o 
ausencia y/o su expresión. 
 
Otro aspecto de la presente invención es un método para obtener un tejido u 
organismo de la invención que comprende: 25 
 
a. regenerar al menos un tejido u organismo procedente de la célula obtenida 
según el apartado (e) de los métodos anteriores, 
 
b. seleccionar uno o varios tejidos u organismos regenerados según el 30 
apartado (a) que expresa, al menos, la secuencia nucleotídica que codifica para 
una H+-PPasa y tiene su gen cromosómico para la sPPasa citosólica inactivado, y 
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 c. seleccionar uno o varios tejidos u organismos obtenidos según el apartado 
(b) que presentan resistencia a fármacos o antibióticos citotóxicos o a fungicidas, 
según se describió en apartados anteriores de la invención. 
 
Las células seleccionadas, pueden someterse a un programa de organogénesis o 5 
embriogénesis somática mediante el cual, tras la desdiferenciación de las mismas 
mediante una combinación adecuada de hormonas y otros compuestos, se da 
lugar a tipos celulares específicos (células musculares, nerviosas, epiteliales, etc.) 
que formen tejidos u órganos y que contengan las características fenotípicas de 
resistencia a fármacos o antibióticos citotóxicos o a fungicidas) de esta invención. 10 
Una vez que se ha regenerado el tejido u órgano, se lleva a cabo un análisis de la 
presencia y/o de la expresión de la secuencia nucleotídica que codifica para la 
H+-PPasa o de cualquier otra secuencia de la presente invención (secuencia 
promotora, etc…). 
 15 
Según otra realización preferida, la secuencia nucleotídica que codifica para las 
secuencias codificantes de H+-PPasas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID 
NO: 3 está unida funcionalmente a una secuencia reguladora de la expresión 
génica apropiada que hace que las H+-PPasas de origen vegetal o microbiano de 
la invención se expresen en la levadura Saccharomyces cerevisiae o en cualquier 20 
otra célula fúngica. 
 
Según otra realización preferida, la secuencia nucleotídica que codifica para las 
secuencias codificantes de H+-PPasas en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID 
NO: 3 está unida funcionalmente a una secuencia reguladora de la expresión 25 
génica apropiada que hace que las H+-PPasas de origen vegetal o microbiano de 
la invención se expresen en células animales, preferiblemente de mamíferos, y 
más preferentemente humanas (Homo sapiens). 
 
A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 30 
variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, 
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y 
características de la invención se desprenderán en parte de la descripción y en 
parte de la práctica de la invención. Las siguientes figuras y ejemplos se 
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 proporcionan a modo de ilustración, y no se pretende que sean limitativos de la 
presente invención. 
 
DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 
 5 
FIGURA 1. Muestra la Secuencia nucleotídica artificial SEQ. ID NO. 1 usada en 
esta invención que incluye las regiones promotora y terminadora del gen PMA1 de 
levadura flanqueando la que codifica para la secuencia aminoacídica de la H+-
PPasa vacuolar AVP1 de la planta Arabidopsis thaliana (2313 nt), según se 
muestra en el esquema inferior. 10 
 
FIGURA 2. Muestra la secuencia nucleotídica artificial SEQ. ID NO. 2 usada en 
esta invención que incluye las regiones promotora y terminadora del gen PMA1 de 
levadura flanqueando la que codifica para la secuencia aminoacídica quimérica 
TcAVP1 que comprende la región N-terminal de la H+-PPasa del protista 15 
kinetoplástido Trypanosoma cruzi (84 nt) y la secuencia de la H+-PPasa vacuolar 
AVP1 de la planta A. thaliana (2313 nt), según se muestra en el esquema inferior. 
 
FIGURA 3. Muestra la secuencia nucleotídica artificial SEQ. ID NO. 3 usada en 
esta invención que incluye las regiones promotora y terminadora del gen PMA1 de 20 
levadura flanqueando la que codifica para la secuencia aminoacídica quimérica 
TcGFPAVP1 que comprende la región N-terminal de la H+-PPasa del protista 
kinetoplástido T. cruzi (84 nt), y las secuencias de la proteína verde fluorescente 
GFP de Aquarea victoria (717 nt) y la H+-PPasa vacuolar AVP1 de la planta A. 
thaliana (2313 nt), según se muestra en el esquema inferior. 25 
 
FIGURA 4. Muestra la inactivación permanente del gen IPP1 de Saccharomyces 
cerevisiae mediante la inserción por recombinación homóloga en el ADN del 
cromosoma II de la secuencia nucleotídica artificial SEQ. ID NO. 4, usada en esta 
invención, y que incluye las secuencias promotora (368 nt) y codificante (864 nt) 30 
del gen IPP1 flanqueando a la que codifica para la casete de expresión del gen 
HIS3 (1773 nt), según se muestra en el esquema inferior. 
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 FIGURA 5. Muestra la secuencia nucleotídica artificial SEQ. ID NO. 5, usada en 
esta invención para sustituir la región promotora natural (368 nt) del gen IPP1 de 
S. cerevisiae por la secuencia promotora regulable del gen GAL1 (808 nt) 
mediante inserción por recombinación homóloga en el ADN del cromosoma II, y 
que incluye la casete de expresión del gen HIS3 (1773 nt) entre las secuencias 5 
promotoras referidas, según se muestra en el esquema inferior. Este 
procedimiento permite la inactivación condicional del gen IPP1 fúngico por las 
condiciones de cultivo (en este caso por la presencia de un nutriente, la glucosa). 
 
FIGURA 6. Muestra la secuencia nucleotídica SEQ. ID NO. 6 del ARNm del gen 10 
PPA1 del cromosoma 10 humano (LOCUS NM021129, 1316 nt), que codifica para 
la secuencia aminoacídica de la PPasa soluble citosólica, usada en esta invención 
para diseñar una estrategia de silenciamiento génico con ARNi con el fin de 
inactivar el gen PPA1. 
 15 
FIGURA 7. A. Muestra la esquema de uno de los plásmidos multicopia lanzadera 
(para transformar tanto E. coli como levadura) utilizado para transformar S. 
cerevisiae estirpe YPC3 (con su gen IPP1 bajo el control del promotor regulable 
GAL1), conteniendo un gen quimérico (TcGFPAVP1) que incluye la secuencia 
nucleotídica para la H+-PPasa vacuolar AVP1 de la planta A. thaliana. B. Muestra 20 
la inmunodetección por Western blot (con anticuerpos específicos anti-H+-PPasa) 
de la H+-PPasa AVP1 y las proteínas quiméricas derivadas de AVP1 descritas en 
la invención, en preparaciones de membranas de diversas estirpes de S. 
cerevisiae; control (sin expresar H+-PPasa) y expresoras de dichas H+-PPasas 
de origen vegetal. El anticuerpo anti-H+-PPasa reconoce bandas de proteínas con 25 
las masas moleculares esperadas (aprox. 72-75 kDa para AVP1 y TcAVP1, y 120 
kDa para TcGFPAVP1). 
 
FIGURA 8. Muestra la inducción de tolerancia al fármaco citotóxico bafilomicina 
A1 (macrólido) en la estirpe YPC3 de la levadura S. cerevisae por la expresión de 30 
las secuencias nucleotídicas que codifican para H+-PPasas usadas en esta 
invención (SEQ. ID NO. 1, SEQ. ID NO. 2, SEQ. ID NO. 3), demostrada mediante 
determinación del crecimiento de cultivos por el método de goteo (Drop test). 
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 FIGURA 9. Muestra la inducción de tolerancia al fungicida morfolino-derivado 
Tridemorph (Trid) en las estirpes YPC3 y SAH6 de la levadura S. cerevisae por la 
expresión de una secuencia nucleotídica que codifica para la H+-PPasa quimérica 
derivada de AVP1 TcGFPAVP1 usada en esta invención (SEQ. ID NO. 3), 
demostrada mediante determinación del crecimiento de cultivos por el método de 5 
goteo (Drop test). Sólo las cepas que expresan la H+-PPasa presentan 
crecimiento en presencia de concentraciones del fungicida morfolino que impiden 
el crecimiento de cultivos control obtenidos al transformar las cepas originales con 
el vector conteniendo la secuencia nucleotídica que codifica para la sPPasa IPP1. 
 10 
BIBLIOGRAFÍA 
 
Baltscheffsky, M., Schultz, A., Baltscheffsky, H. (1999) H+-PPases: a tightly 
membrane-bound family. FEBS Lett. 457, 527-33. 
Beyenbach KW, Wieczorek H. (2006) The V-type H+ ATPase: molecular structure 15 
and function, physiological roles and regulation. J Exp Biol. 209, 577-589. 
De Milito A, Fais S. (2005) Proton pump inhibitors may reduce tumour resistance. 
Expert Opin Pharmacother. 6, 1049-1054. 
Drozdowicz, Y.M., Rea, P.A. (2001) Vacuolar H+-pyrophosphatases: from the 
evolutionary backwaters into the mainstream. Trends Plant Sci. 6, 206-11. 20 
Farina C, Gagliardi S (2002) Selective inhibition of osteoclast vacuolar H(+)-
ATPase. Curr Pharm Des. 8, 2033-2048. 
Gaxiola RA, Rao R, Sherman A, Grisafi P, Alper SL, Fink GR (1999) The 
Arabidopsis thaliana proton transporters, AtNhx1 and Avp1, can function in cation 
detoxification in yeast. Proc Natl Acad Sci U S A. 96(4):1480-5. 25 
Gaxiola RA, Li J, Undurraga S, Dang LM, Allen GJ, Alper SL, Fink GR (2001) 
Drought- and salt-tolerant plants result from overexpression of the AVP1 H+-
pump. Proc Natl Acad Sci U S A. 98, 11444-11449. 
Hernández, A, Serrano, G, Herrera-Palau, R, Pérez-Castiñeira, JR, Serrano, A 
(2010) Intraorganellar Acidification by V-ATPases: A target in cell proliferation and 30 
cancer therapy. Rec. Pat. Anti-Cancer Drug Disc. 5, 88-98. 
Hong J, Nakano Y, Yokomakura A, Ishihara K, Kim S, Kang YS, Ohuchi K. (2006) 
Nitric oxide production by the vacuolar-type (H+)-ATPase inhibitors bafilomycin A1 
ES 2 403 541 A1
 
31
 and concanamycin A and its possible role in apoptosis in RAW 264.7 cells. J 
Pharmacol Exp Ther. 319, 672-681. 
Inoue T, Wang Y, Jefferies K, Qi J, Hinton A, Forgac M. (2005) Structure and 
regulation of the V-ATPases. J Bioenerg Biomembr. 37, 393-398. 
Lafourcade C, Sobo K, Kieffer-Jaquinod S, Garin J, van der Goot FG (2008) 5 
Regulation of the V-ATPase along the endocytic pathway occurs through 
reversible subunit association and membrane localization. PLoS One. 3:e2758. 
Liao C, Hu B, Arno MJ, Panaretou B. (2007) Genomic screening in vivo reveals 
the role played by vacuolar H+ ATPase and cytosolic acidification in sensitivity to 
DNA-damaging agents such as cisplatin. Mol Pharmacol. 71, 416-425. 10 
Maeshima, M. (2000) Vacuolar H+-pyrophosphatase. Biochim. Biophys. Acta 
1465, 37-51. 
Manabe T, Yoshimori T, Henomatsu N, Tashiro Y. (1993) Inhibitors of vacuolar-
type H(+)-ATPase suppresses proliferation of cultured cells. J Cell Physiol. 157, 
445-452. 15 
Milgrom E, Diab H, Middleton F, Kane PM. (2007) Loss of vacuolar proton-
translocating ATPase activity in yeast results in chronic oxidative stress. J Biol 
Chem. 282, 7125-7136. 
Niikura K. (2006) Vacuolar ATPase as a drug discovery target. Drug News 
Perspect. 19, 139-144. 20 
Perez-Castiñeira JR, Gomez-Garcia R, Lopez-Marques RL, Losada M, Serrano A. 
(2001a) Enzymatic systems of inorganic pyrophosphate bioenergetics in 
photosynthetic and heterotrophic protists: remnants or metabolic cornerstones? Int 
Microbiol. 4, 135-142. 
Pérez-Castiñeira, J.R., López-Marqués, R.L., Losada, M., Serrano, A. (2001b) A 25 
thermostable K+-stimulated vacuolar-type pyrophosphatase from the 
hyperthermophilic bacterium Thermotoga maritima. FEBS Lett. 496, 6-11. 
Pérez-Castiñeira, J.R., López-Marqués, R.L., Villalba, J.M., Losada, M., Serrano, 
A. (2002) Functional complementation of yeast cytosolic pyrophosphatase by 
bacterial and plant H+-translocating pyrophosphatases. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 30 
99, 15914-15919. 
Sarafian, V., Kim, Y., Poole, R.J., Rea, P.A. (1992) Molecular cloning and 
sequence of cDNA encoding the pyrophosphate-energized vacuolar membrane 
proton pump of Arabidopsis thaliana. Proc Natl Acad Sci USA. 89,1775-1779. 
ES 2 403 541 A1
 
32
 Serrano, A., Pérez-Castiñeira, J.R., Baltscheffsky, H., Baltscheffsky, M. (2004) 
Proton-pumping inorganic pyrophosphatases in some archaea and other 
extremophilic prokaryotes. J. Bioenerg. Biomembr. 36, 127-133. 
Serrano, A., Pérez-Castiñeira, J.R., Baltscheffsky, M., Baltscheffsky, H. (2007) H+-
PPases: yesterday, today and tomorrow. IUBMB Life 59, 76-83. 5 
Stevens TH, Forgac M. (1997) Structure, function and regulation of the vacuolar 
(H+)-ATPase. Annu Rev Cell Dev Biol. 13, 779-808. 
Sun-Wada GH, Wada Y, Futai M. (2004) Diverse and essential roles of 
mammalian vacuolar-type proton pump ATPase: toward the physiological 
understanding of inside acidic compartments. Biochim Biophys Acta. 1658, 106-10 
114. 
Yoshimori T, Yamamoto A, Moriyama Y, Futai M, Tashiro Y. (1991) Bafilomycin 
A1, a specific inhibitor of vacuolar-type H(+)-ATPase, inhibits acidification and 
protein degradation in lysosomes of cultured cells. J Biol Chem. 266, 17707-
17712. 15 
 
EJEMPLOS 
 
Los siguientes ejemplos específicos que se proporcionan en este documento de 
patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invención. Estos ejemplos 20 
se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como 
limitaciones a la invención que aquí se reivindica. Por tanto, los ejemplos 
descritos más adelante ilustran la invención sin limitar el campo de aplicación de 
la misma. 
 25 
A continuación se ilustrará la invención mediante algunos ejemplos 
experimentales que describen la obtención de las secuencias nucleotídicas que 
codifican para las secuencias aminoacídicas presentadas en las figuras SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, el método para la producción de células 
fúngicas y animales que las expresan, así como el uso de dichas secuencias para 30 
que dichas células exhiban resistencia a fármacos y antibióticos citotóxicos, y a 
fungicidas. 
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 EJEMPLO 1 
 
Inactivación del gen IPP1 y expresión de genes para H+-PPasas en la 
levadura Saccharomyces cerevisiae. 
 5 
La Figura 7A muestra un esquema de uno de los plásmidos multicopia lanzadera 
(para transformación tanto de E. coli como de levadura) utilizado para transformar 
estirpes de S. cerevisiae con su gen IPP1 bajo el control del promotor regulable 
GAL1, y conteniendo genes nativos y quiméricos que incluyen la secuencia 
nucleotídica que codifica para la H+-PPasa vacuolar AVP1 de la planta A. thaliana 10 
(véanse Figuras 1-3). 
 
Estirpes de S. cerevisiae utilizadas para la expresión de H+-PPasas 
- Estirpe silvestre W303. Haploide (MATa, leu2-3, tryp1-1, can1-100, ura3-1, 
ade2-1, his3-11). Posee su sPPasa citosolica nativa (gen de copia única IPP1). 15 
 
- Estirpe YPC3. Deriva de W303. Posee el gen IPP1 bajo el control del promotor 
modulable GAL1. Al carecer de sPPasa en presencia de glucosa tiene un fenotipo 
letal condicional por fuente de carbono (es inviable en presencia de este azúcar). 
Esta estirpe fue usada por los inventores para demostrar la complementación 20 
funcional de la actividad sPPasa de levadura por H+-PPasas de plantas y 
microorganismos, siendo la primera demostración directa de la capacidad de 
hidrólisis de PPi in vivo por estas bombas de iones (Pérez-Castiñeira y col. PNAS 
2002). 
 25 
- Estirpe YPC4. Deriva del mutante YPC3, en ella el gen VMA1 que codifica una 
subunidad catalítica de la V-ATPasa ha sido mutado insercionalmente. Esta 
estirpe, obtenida por el grupo de investigación, presenta un fenotipo letal 
condicional (no crece a pH superior a 7, y es sensible a cationes divalentes, como 
Ca y Zn) además del citado para la sPPasa, lo que permite una fácil selección de 30 
complementantes funcionales por expresión ectópica de los transgenes. 
 
- Estirpe SAH6. Deriva del mutante YPC3, en ella una isoforma vacuolar (gen 
VHP1) que codifica la subunidad a de la V-ATPasa ha sido mutado 
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 insercionalmente, con lo que se inactiva únicamente la V-ATPasa localizada en la 
vacuola, y no la localizada en otras endomembranas (p.e. sistema Golgi). Esta 
estirpe, obtenida por el grupo de investigación, presenta un fenotipo letal 
condicional similar al de YPC4 (no crece a pH superior a 7, y es sensible a Ca y 
Zn) además del citado para la sPPasa, lo que permite una fácil selección de 5 
complementantes funcionales por expresión ectópica de los transgenes. 
Estas estirpes se transforman por el método TRAFO de alta eficiencia usando 
plásmidos autónomos multicopia derivados del plásmido pRS699. 
 
Genes de H+-PPasas 10 
Como consecuencia de su actividad investigadora, los inventores disponen de 
una colección de clones bien de ADN genómico o de ADNc que contienen 
secuencias codificantes de H+-PPasas de distintos organismos,  las cuales se 
utilizan en la invención y pertenecen a las dos clases bioquímicas en que se 
dividen estas bombas de protones, clase I, estimuladas por potasio, y clase II, 15 
independientes de potasio (véase Tabla adjunta). Estos genes se expresan desde 
plásmidos autónomos multicopia bajo el control de promotores constitutivos 
potentes apropiados al organismo receptor (de los genes PMA1 o IPP1 en 
levadura; CMV de citomegalovirus en líneas celulares humanas), lo que resulta en 
altos niveles de expresión ectópica. Alguno de dichos genes y sus números de 20 
acceso en bases de datos se presentan en la Tabla 1. 
 
Tabla 1. Números de acceso de proteínas H+-PPasas seleccionadas 
________________________________________________________ 
Organismo/proteína   No. Acceso NCBI 25 
________________________________________________________ 
Plantas 
Arabidopsis thaliana 
AVP1, clase I     AB015138 
AVP2, clase II     AF182813 30 
Nicotiana tabacum 
TVP5, clase I        S61422 
Hordeum vulgare (HVP1,clase I)  BAB18681 
Oriza sativa (OVP1, clase I)   BAA08232 
Microalgas 35 
Chlamydomonas reinhardtii (clase I)  AJ304836 
Ostreococcus tauri  
clase I      XP_003074398 
clase II      XP_003078917 
Cyanidioschyzon merolae    BAE19660 40 
(clase II, termofilica) 
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 Protistas no fotosintéticos 
Trypanosoma cruzi (clase I)   AAF80381 
Toxoplasma gondii (TVP1, clase I)  AAK38076 
Bacterias 
Thermotoga maritima  5 
(clase I, hipertermofílica)   AAD35267 
Rhodospirillum rubrum (clase II)  AAC38615 
Chloroflexus aurantiacus  
(clase II, termofilica)    ABY34534 
Streptomyces coelicolor (clase II)  BAD36743 10 
Carboxydothermus hydrogenoformans 
(clase I)     YP_359158 
Arqueas 
Pyrobaculum aerophilum (clase II)  AF182812 
________________________________________________________ 15 
 
La detección de H+-PPasas nativas y modificadas por ingeniería genética se 
realizó por técnicas inmunoquímicas (Western blots utilizando anticuerpos 
específicos antiH+-PPasa y contra ciertas regiones (“tags”) de las proteínas 
recombinantes) y otras técnicas estándar de análisis de proteínas y actividad 20 
enzimática, tras la separación de las distintas fracciones subcelulares 
(membranas, fracción de proteínas solubles citosólicas, etc) mediante 
centrifugación diferencial y en gradientes de densidad. 
 
La Figura 7B muestra la inmunodetección de la H+-PPasa AVP1 mediante 25 
Westen blots de preparaciones de membranas de distintas cepas de S. 
cerevisiae: cepas control y expresoras de AVP1 y dos proteínas H+-PPasas 
quiméricas (TcAVP1 y TcGFPAVP1) derivadas de dicha proteína vegetal. 
 
EJEMPLO 2 30 
 
Resistencia al macrólido Bafilomicina A1 en cultivos de Saccharomyces 
cerevisiae que expresan H+-PPasas de origen vegetal. 
La Figura 8 presenta la inducción de tolerancia al fármaco citotóxico bafilomicina 
A1 (macrólido) en la levadura S. cerevisae por la expresión de secuencias 35 
nucleotídicas que codifican para H+-PPasas usadas en esta invención (SEQ. ID 
NO. 1, SEQ. ID NO. 2, SEQ. ID NO. 3), demostrada mediante determinación del 
crecimiento de cultivos por el método de goteo (Drop test). Las células que 
expresan AVP1 y H+-PPasas quiméricas derivadas de AVP1 muestran 
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 crecimiento en presencia de bafilomicina A1 en condiciones en la que una V-
ATPasa activa es requerida para el crecimiento (pH neutro o alcalino; presencia 
de Ca2+ o Zn2+) y en las que la estirpe control (células transformadas con el 
vector pRS699b sin inserto) que no expresa ninguna H+-PPasa no muestra 
crecimiento. 5 
 
EJEMPLO 3 
 
Resistencia al fungicida morfolino Tridemorph en cultivos de 
Saccharomyces cerevisiae que expresan H+-PPasas de origen vegetal. 10 
 
La Figura 9 muestra la inducción de tolerancia al fungicida morfolino-derivado 
Tridemorph (Trid) en las estirpes YPC3 y SAH6 de la levadura S. cerevisae por la 
expresión de una secuencia nucleotídica que codifica para la H+-PPasa quimérica 
derivada de AVP1 TcGFPAVP1) usada en esta invención (SEQ. ID NO. 3), 15 
demostrada mediante determinación del crecimiento de cultivos por el método de 
goteo (Drop test). Sólo las cepas que expresan la H+-PPasa presentan 
crecimiento en presencia de concentraciones del fungicida morfolino que impiden 
el crecimiento de cultivos control obtenidos al transformar las cepas originales con 
un vector conteniendo la secuencia nucleotídica que codifica para la sPPasa 20 
citosólica IPP1. 
 
EJEMPLO 4 
 
Inactivación del gen PPA1 y expresión de genes para H+-PPasas en líneas 25 
celulares de mamíferos, preferiblemente humanas. 
 
La inactivación de la actividad sPPasa citosólica en células de mamífero se 
realizará utilizando sistemas lentivirales y silenciamiento por ARNi. Este tipo de 
virus están especialmente diseñados para la introducción de DNA recombinante 30 
en células de mamífero, ya que son capaces de infectar todo tipo de líneas 
celulares, tanto si son de crecimiento rápido como si son quiescentes. El vector a 
utilizar es el denominado pTRIPZ shRNAmir. Este vector, se puede utilizar tanto 
en conjunción con los plásmidos pGAG y pEnv, codificantes de la polimerasa viral 
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 y las proteínas de la envuelta, respectivamente, sobre células A293T (transfección 
de triple vector) o directamente sin otros plásmidos. En el caso de utilizar sólo el 
plásmido pTRIPZ shRNAmir, la transfección da lugar a expresión transitoria de los 
insertos de RNAi; esto es especialmente adecuado en el caso de líneas celulares 
sobre las que se desee obtener resultados rápidamente y estas líneas resulten de 5 
fácil transfección. Por otro lado, el sistema triple vírico sobre células A293T 
permite obtener partículas víricas infectivas que puedan ser utilizados sobre tipos 
celulares de difícil transfección y/o para casos en los que se pretenda integrar 
fácilmente la construcción de silenciamiento en el genóma del tipo celular. Para 
todo ello, el plásmido  pTRIPZ shRNAmir consta de los siguientes elementos 10 
clave (entre otros):  
 
• marcadores de resistencia a puromicina en mamíferos situados tras un 
elemento IRES. Este permite la expresión de dos ORF a partir de un mismo DNA. 
• Un shRNA diseñado específicamente para el silenciamiento 15 
posttranscripcional del gen PPA1 humano (Fig. 6), localizado aguas arriba del 
elemento IRES y tras la ORF de la turboRFP, una proteína fluorescente roja que 
permite visualizar células que expresan el shRNA 
• Promotor inducible por doxiciclina que permite la expresión regulada del 
conjunto anteriormente mencionado. 20 
Lineas celulares utilizables, entre otras, son: 
HEK 293 , riñón embriónico humano; 
NB9, neuroblastoma humano; MCF-7 y MCF-7/HER2, células tumorales de 
cáncer de mama humana (la línea MCF-7/HER2, tiene integrada una construcción 
que sobreexpresa el gen HER2); A293T, células de origen renal embriónico 25 
humano; HeLa, células tumorales de epitelio de cuello de útero humano; HCT116 
y HCT116/p53-/-, líneas celulares de cáncer de colon humano (la línea 
HCT116/p53-/- posee las dos copias cromosómicas del gen TP53 inactivado por 
recombinación homóloga);  
MCF-7 y MCF-7/HER2: células tumorales de cáncer de mama humana. La línea 30 
MCF-7/HER2, tiene integrada una construcción que sobreexpresa el gen HER2 
A293T: células de origen renal embriónico humano 
HeLa: células tumorales de cuello de útero humano 
ES 2 403 541 A1
 
38
 HCT116 y HCT116/p53-/-: líneas celulares de cáncer de cólon humano, la línea 
HCT116/p53-/- posee las dos copias cromosómicas del gen TP53 inactivado por 
recombinación homóloga. 
lNIH/3T3, fibroblastos de ratón (modelo de mamífero). 
 5 
Las células se transfectan utilizando lipofectemina 2000. Las construcciones de 
DNA con las secuencias de H+-PPasas se clonan en el plasmido pcDNA 3.1 
(Invitrogen) que contiene un promotor viral CMV (citomegalovirus), entre otros 
vectores adecuados para la expresión de proteínas heterólogas en células 
animales. Los transfectantes estables se obtienen mediante selección con 10 
Neomicina u otros anitibióticos. Como método alternativo, se realiza una 
transfeccion directa de proteínas H+-PPasas recombinantes purificadas. Las 
proteínas ya expresadas en bacterias o levaduras con un tag, se purificarían con 
una columna que une Histidina o GST, y se transfectan directamente con el kit 
Pro-Ject (Pierce). 15 
 
Las células de mamífero expresoras de H+-PPasas de forma permanente o 
transitoria, y con su sPPasa PPA1 inactivada, se cultivan en presencia y ausencia 
de Bafilomicina A1 (u otros macrólidos) y se compara su crecimiento con el de 
células control mediante citometría de flujo y otras técnicas estándar de Biología 20 
Celular. El crecimiento de las células de mamífero expresoras de H+-PPasas no 
se afecta por concentraciones del macrólido que inhiben el crecimiento de las 
células control. 
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REIVINDICACIONES 
1. Uso de un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia 
nucleotídica que codifica una secuencia aminoacídica de una pirofosfatasa 
translocadora de protones (H+-PPasa) con al menos un 30 % de identidad con 
las secuencias codificadas por SEO ID NO: 1, SEO ID NO: 2 y SEO ID NO: 3 
para producir en células fúngicas y animales tolerancia a fármacos y 
antibióticos citotóxicos inhibidores de la ATPasa translocadora de H+ vacuolar 
01-ATPasa), y a fungicidas morfolinos. 
2. Uso de un vector de expresión que comprende el ácido nucleico según 
las reivindicación 1. 
3. Uso de una célula fúngica o animal transformada o transfectada con el 
vector de expresión según la reivindicación 2. 
4. Uso de la célula según la reivindicación 3 que comprende cualquier 
producto de la expresión del ácido nucleico aislado. 
5. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde el ácido 
nucleico aislado está unido funcionalmente a una secuencia reguladora de la 
expresión génica. 
6. Uso según la reivindicación 5 donde la secuencia reguladora de la 
expresión génica es la utilizada en SEO ID NO: 1, SEO ID NO: 2 o SEO ID NO: 
3 o cualquier otra apropiada para expresar proteínas en células fúngicas o 
animales. 
7. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde la célula 
transformante es una célula fúngica. 
8. Uso según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde la célula 
transformante es una célula animal. 
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9. Una célula fúngica aislada obtenida según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 6 conteniendo las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 ó 3, 
transformada o no con un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia 
nucleotídica SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, o secuencias homólogas 
conteniendo otros genes IPP1 de origen fúngico. 
10. Una célula animal aislada obtenida según cualquiera de las reivindicaciones 
1 a 6 conteniendo las secuencias SEQ ID NO: 1, 2 ó 3, transfectada o no con 
un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia nucleotídica de ARNi 
derivada de SEQ ID NO: 6, o secuencias homólogas conteniendo otros genes 
PPA 1 de origen animal. 
11. Un tejido, órgano u organismo fúngico o animal que comprende la célula 
según cualquiera de las reivindicaciones 9 y 10. 
12. Un organismo según la reivindicación 11 que pertenece a la especie 
Saccharomyces cerevisiae u otra especie de hongo. 
13. El organismo según la reivindicación 11 que pertenece a una especie 
animal, preferiblemente de mamífero. 
14. Una progenie o parte del organismo que procede de cualquiera de los 
organismos según las reivindicaciones 11 a 13. 
15. Un método para la obtención de la célula fúngica según cualquiera de 
las reivindicaciones 11 a 13, que comprende: 
a. insertar las secuencias nucleotídicas que codifican para las proteínas 
codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o para cualquier 
otra H+-PPasa natural o modificada, en un vector, 
b. transformar una célula con el vector obtenido según el apartado (a) 
c. Insertar en un vector las secuencias SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 o 
secuencias homólogas de origen fúngico, destinadas a inactivar el gen de la 
sPPasa citosólica IPP1 o cualquier homólogo fúngico, mediante inserción por 
recombinación homóloga en la región cromosómica correspondiente 
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d. transformar una célula con el vector obtenido según el apartado (c) y 
e. seleccionar la célula doblemente transformada según los apartados (b) y 
(d) que comprende la secuencia nucleotídica que codifica para las proteínas 
heterólogas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o 
para cualquier otra H+-PPasa natural o modificada, y cuyo gen IPP1 está 
inactivado, y que presenta resistencia a fármacos o antibióticos citotóxicos y a 
fungicidas. 
16. El método para la obtención de la célula fúngica según la reivindicación 
15, caracterizado porque las etapas de dicho método se suceden en el 
siguiente orden: c), d), a), b), ye). 
17. Un método para la obtención de la célula animal según cualquiera de 
las reivindicaciones 11 a 13, que comprende: 
a. insertar las secuencias nucleotídicas que codifican para las proteínas 
codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o para cualquier 
otra H+-PPasa natural o modificada, en un vector, 
b. transfectar una célula con el vector obtenido según el apartado (a) 
c. Insertar en un vector la secuencia de ARNi diseñada para el 
silenciamiento génico del gen de la sPPasa citosólica PPA 1 humana o 
cualquier homólogo animal, 
d. transfectar una célula con el vector obtenido según el apartado (c) 
e. seleccionar la célula doblemente transfectada según los apartados (b) y 
(d) que comprende la secuencia nucleotídica que codifica para las proteínas 
heterólogas codificadas por SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3 o 
para cualquier otra H+-PPasa natural o modificada, y cuyo gen PPA 1 está 
inactivado, y que presenta resistencia a fármacos o antibióticos citotóxicos. 
18. El método para la obtención de la célula animal según la reivindicación 
17, caracterizado porque las etapas de dicho método se suceden en el 
siguiente orden: c), d), a), b), ye). 
19. Un método para obtener un tejido u organismo fúngico o animal según 
cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 que comprende: 
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a. regenerar al menos una planta procedente de la célula obtenida según el 
apartado (e) de las reivindicaciones 15 a 18, 
b. seleccionar uno o varios tejidos u organismos regenerados según el 
apartado (a) que expresa, al menos, la secuencia nucleotídica que codifica 
para una H+-PPasa y tiene su gen cromosómico para la sPPasa citosólica 
inactivado, y 
c. seleccionar uno o varios tejidos u organismos obtenidos según el 
apartado (b) que presentan resistencia a fármacos o antibióticos citotóxicos o a 
fungicidas, como se indica en reivindicaciones anteriores. 
20. El método según cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 donde la 
secuencia nucleotídica que codifica para una H+-PPasa en SEQ ID NO: 1, 2 o 
3 o secuencias homólogas están unidas funcionalmente a una secuencia 
reguladora de la expresión génica. 
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Nº de solicitud: 201130852 
CLASIFICACIÓN OBJETO DE LA SOLICITUD 
 
 
 
C12N15/55 (2006.01) 
C12N1/15 (2006.01) 
C12N5/10 (2006.01) 
 
Documentación mínima buscada (sistema de clasificación seguido de los símbolos de clasificación) 
 
C12N 
 
Bases de datos electrónicas consultadas durante la búsqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de 
búsqueda utilizados) 
 
INVENES,EPODOC,WPI,TXTUS0,TXTUS1,TXTUS2,TXTUS3,TXTUS4,TXTUS5,TXTEP1,TXTGB1,TXTWO1,TXTAU1,TXTCA1, 
TCPAT,MEDLINE,BIOSIS,NPL,EMBASE,XPESP,XPESP2,EBI (UniProt,Euro Patents,Japan Patents,Korea Patents,US Patents, 
EMBL All), Google Academics. 
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OPINIÓN ESCRITA 
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Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 21.03.2013  
 
 
 Declaración    
     
 Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-20 SI 
  Reivindicaciones  NO 
     
 Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-20 SI 
  Reivindicaciones  NO 
 
 
 
 
  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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OPINIÓN ESCRITA 
 
Nº de solicitud: 201130852 
  
  
1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 GAXIOLA, A., et al. FEBS LETTERS, 25.05.2007 VOL: 581  
No: 12 Pags: 2204-2214 ISSN 0014-5793  
Doi: doi:10.1016/j.febslet.2007.03.050. 
25.05.2007 
D02 GAXIOLA, A., et al. CHEMOSPHERE, 01.03.2011 (en línea) 
VOL: 84 No: 6 Pags: 840-845 ISSN 0045-6535  
Doi: doi:10.1016/j.chemosphere.2011.01.062. 
01.03.2011 
D03 PEREZ-CASTINEIRA, J.R., et al. Proceedings of the National 
Academy of Sciences, 10.12.2002 VOL: 99 No: 25  
Pags: 15914-15919 ISSN 0027-8424  
Doi: doi:10.1073/PNAS.242625399.  
10.12.2002 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente solicitud de patente describe el uso de secuencias nucleotídicas que codifican para una pirofosfatasa 
translocadora de protones (H+-PPasa) para producir tolerancia a fármacos citotóxicos inhibidores de la ATPasa translocadora 
de protones vacuolar (V-ATPasa) y a fungicidas morfolinos en células fúngicas y animales. La patente reivindica también un 
método para transformar células fúngicas o animales con estas secuencias nucleotídicas de modo que, además, las células 
tienen inactivado el gen de la pirofosfatasa soluble citosólica (sPPasa). Reivindica también un método para obtener un tejido 
u organismo fúngico o animal que contiene las mencionadas secuencias de H+-PPasa y tiene inactivada la sPPasa. 
 
No se ha encontrado en el estado de la técnica ningún documento que divulgue los usos y métodos de la solicitud tal y como 
están reivindicados, ni se han encontrado documentos que, solos o en combinación con otros, pudieran conducir al experto 
en la materia a los usos y métodos de la invención, por lo que las reivindicaciones 1 a 20 de la solicitud tienen novedad y 
actividad inventiva según los artículos 6 y 8 de la Ley de Patentes, respectivamente. 
 
 
Se citan en este informe tres documentos del campo técnico de la solicitud que se consideran cercanos a la misma pero que 
no afectan su novedad ni su actividad inventiva. 
 
Los documentos D01 y D02 son sendas revisiones de las pirofosfatasa translocadoras de protones de plantas, en las que se 
incluyen trabajos de expresión heteróloga de estas H+-PPasas en levaduras y en plantas. Dado que esta expresión 
heteróloga se emplea para identificar determinantes estructurales (en D01) y para favorecer la captura del fósforo inorgánico 
en cereales (en D02), y que en ninguno de los dos documentos se menciona la utilidad de las secuencias de la H+-PPasa 
para conseguir tolerancia a fármacos, no se considera que estos documentos afecten la novedad ni la actividad inventiva de 
la presente solicitud. 
 
En el documento D03 se describe, como en la solicitud, la introducción de secuencias de H+-PPasas de plantas y bacterias 
en células de levadura, en las que además se ha inactivado el gen de la sPPasa citosólica. Pero, al igual que en los casos 
anteriores, no se asocian de ninguna forma las células transformadas con la resistencia a fármacos, por lo que el documento 
D03 tampoco anticipa los usos ni métodos de la solicitud, que, por tanto, cumple los requisitos de novedad y actividad 
inventiva de los artículos 6 y 8 de la Ley de Patentes. 
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